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法 小鼠腹水法制备抗NRP-1单克隆抗体（NRP-1 mAb）并用 rProteinA亲和柱纯化抗体，间接 ELISA检测抗体的滴度水平。
Western blot检测NRP-1 mAb对HepG2细胞的特异性，细胞免疫荧光和流式细胞术检测NRP-1蛋白在肝癌细胞株HepG2上的
表达，MTT法检测NRP-1 mAb对HepG2的生长抑制作用，Western blot检测ERK1/2、P-ERK1/2、Akt、P-Akt蛋白的表达水平。
结果 SDS-PAGE和间接ELISA检测纯化的NRP-1 mAb纯度为95%以上，效价为1×10-6；Western blot检测结果显示NRP-1 mAb可
与HepG2细胞膜上的NRP-1蛋白特异性结合。细胞免疫荧光染色结果显示NRP-1定位于HepG2细胞膜，流式细胞术结果显示
NRP-1蛋白在HepG2细胞上表达水平较高；MTT法检测结果显示NRP-1 mAb对HepG2细胞有生长抑制作用。Western blot检
测到在不同浓度NRP-1 mAb作用下，HepG2细胞裂解液 P-ERK1/2、P-Akt蛋白的条带信号逐渐减弱。结论 纯化的NRP-1
mAb能抑制HepG2细胞的生长，其抑制作用是通过EGF和HGF信号通路实现的。
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[Abstract] The aim of the experimental is to investigate the inhibitory effect of anti-human nerve cilia protein
1 (Neuropilin-1, NRP-1) monoclonal antibody (NRP-1 mAb) on hepatocellular carcinoma cell line HepG2 and its
mechanism in vitro. Anti-human NRP-1 monoclonal antibody (NRP-1 mAb) was prepared from mouse ascites and
purified by rProteinA affinity column assay. The titer of antibody was determined using indirect ELISA assay; the
characteristic of NRP-1 mAb binding to NRP-1 was determined using Western blotting; the expression of NRP-1
protein in hepatocellular carcinoma cell line HepG2 was determined using immunofluorescence assay and flow
cytometry assay. Growth inhibition of HepG2 cells treated with different concentrations of NRP-1 mAb was
determined using MTT assay, while Western blotting was used to detect the expression levels of ERK1/2, P-ERK1/
2, Akt and P-Akt proteins. The results of SDS-PAGE and indirect ELISA showed that the purity of purified NRP-1
mAb was more than 95% and the titer was 1×10-6. Western blotting analysis suggested that NRP-1 mAb could bind
specifically to NRP-1 on HepG2 cell; immunofluorescence staining showed that NRP-1 was located in the
membrane of HepG2 cells. Flow cytometry analysis showed that the expression level of NRP-1 on HepG2 cell was
relatively high. Western blotting analysis suggested that P-ERK1/2 and P-Akt expression levels were
down-regulated after having incubated HepG2 cells with different concentrations of NRP-1 mAb. In conclusion,
NRP-1 mAb could inhibit the growth of HepG2 cells
(P<0.05), and its inhibitory effect is achieved by
reducing the P-ERK1/2 and P-Akt expression.
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1.3.2 抗体的纯化 1）将收集的腹水在 4 ℃解冻，
用 Buffer A液稀释 10倍后，用高速离心管配平，
10 000 r/min离心 30 min，收集上清。2）装柱：转移
树脂到柱子，待完全沉淀后，ddH2O充分洗涤以除尽
基质中的乙醇和空气。3）平衡：以 10倍柱体积的
















1.3.4 Western blot检测NRP-1 mAb对HepG2细胞
的特异性 常规培养 HepG2和 BGC823细胞 24 h，
BGC823高表达 NRP-1蛋白 [12]，吸去培养基，用预
冷的 PBS洗涤 3次，每皿加入1 ml PBS，用细胞刮刮
几次，收集于1.5 ml EP管中，1 000 r/min离心5 min，
弃上清，再向每个EP管中加入60 μl的RAPI裂解液
和PMSF混合液置于冰上裂解45 min，每隔10 min涡
旋 1次。于 4 ℃、13 200 r/min离心 15 min，小心吸取
··922
免疫学杂志 2016年11月 第32卷 第11期 IMMUNOLOGICAL JOURNAL Vol. 32 No. 11 Nov. 2016
上清，即为蛋白样品。BCA法测蛋白质量浓度。10%
SDS-PAGE电泳分离蛋白，将胶置于转膜液 15 V，










甲醛固定 30 min。3）吸掉固定液，PBS洗 3遍，每
次 3 min。4）在6孔板中加入1∶100稀释的抗体或等
体积的 PBS，37 ℃孵育 1 h。5）弃掉一抗溶液，用
PBS洗3遍，每次3 min。在培养板上加1∶50稀释羊
抗鼠 IgG荧光（TRITC）标记二抗，37 ℃避光孵育1 h，
弃掉荧光二抗，用 PBS洗 3次，每次 3 min。6）加入






2）每个EP管加 4%多聚甲醛 1 ml，室温固定 30 min,
PBS洗涤离心3次（1 200 r/min，5 min）。3）每个EP管
分别加入 1 ml小鼠 IgG和 NRP-1 mAb，质量浓度均
为 5 μg/ml，37 ℃反应 1 h，PBS洗涤离心 3次。4）每
个 EP管加入 100 μl 1∶50稀释的羊抗鼠FITC-IgG，





入 100 μl，使细胞数终为 3×103/ml。5%CO2、37 ℃
孵育24 h后，加入0、0.025、0.05、0.1、0.2、0.3、0.4 mg/ml
的NRP-1 mAb，每孔 200 μl，继续培养 24 h、48 h和
72 h，各设 4个复孔。PBS作为空白对照。每孔





1.7 Western blotting 检测 Akt、P-Akt、ERK1/2、
P-ERK1/2蛋白的表达 取对数期HepG2细胞，用
0.25%EDTA-胰酶消化，制成单细胞悬液加入6孔培
养板中，每孔加入 2 ml，使终细胞数为 3×105/ml。




细胞刮刮几次，收集于1.5 ml EP管中，1 000 r/min离
心 5 min，弃上清，再向每个 EP管中加入 60 μl的
RAPI裂解液和 PMSF混合液置于冰上裂解 45 min，





加入HRP标记的二抗，孵育 1 h，TBST洗涤 3次，每
次15 min，加ECL液反应3 min，暗室曝光显影。
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Blue) NRP-1 mAb; Red) Ascites; Green) Negative control.
图2 间接ELISA法测定抗体的效价
Fig 2 The titer of antibody determined by indirect ELISA
method




的全长 NRP1 蛋白（相对分子质量 130 000左右），
可能也与可溶性的 NRP1蛋白或者 NRP1 异构体
(相对分子质量 100 000左右)相结合。第 3泳道在
约 39 000有一条带，这与NRP-1/b1b2融合蛋白的理
论相对分子质量相接近。
图3 Western blotting分析NRP-1 mAb识别HepG2细胞中
NRP-1蛋白的特异性
Fig 3 Western blotting analysis for the binding specificity of










布在 HepG2细胞膜上，并且 NRP-1 mAb可以与
HepG2细胞上的NRP-1蛋白特异性结合。
图4 细胞免疫荧光分析NRP-1在HepG2细胞上的表达(×200)
Fig 4 Immunofluorescence analysis of NRP-1 localization on HepG2 cells (×200)
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片，如图6所示。
图5 流式检测HepG2细胞膜上NRP-1的表达
Fig 5 Flow cytometry analysis for the expression of NRP-1 in
HepG2 cells
a) Control；b) 0.025 mg/ml NRP-1 mAb; c) 0.05 mg/ml NRP-1
mAb; d) 0.1 mg/ml NRP-1 mAb; e) 0.2 mg/ml NRP-1 mAb; f) 0.3 mg/ml
NRP-1 mAb.
图6 NRP-1 mAb作用HepG2细胞48 h后的形态学变化和
增殖情况(×400)
Fig 6 The morphological changes and proliferation of HepG2







NRP-1 mAb inhibites the growth of HepG2 cells in a time and dose
dependence manner. *P<0.05, compared to the controls.
图7 MTT法检测不同浓度NRP-1 mAb对HepG2细胞增殖
抑制作用
Fig 7 Inhibitory effects of anti-NRP-1 mAb on HepG2 cell
proliferation detected by MTT assay







相关，见图 8。以上结果证明 NRP-1 mAb是通过
EGF/EGFR、HGF/c-Met信号通路来抑制肝癌细胞的
增殖，并且其抑制作用呈剂量依赖性。
The levels of P-Akt and P-ERK1/2 proteins were significantly
decreased, as compared with control group. 1-5) respectively represent
the 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mg/ml concentration of NRP-1 mAb.
图8 Western blot检测Akt、P-Akt、ERK1/2、P-ERK1/2蛋白
的表达
Fig 8 The expression of Akt, P-Akt, ERK1/2, and P-ERK1/2
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